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論文内容の要 t::. 目
博
神経系疾患の発現機序、神経外科的諸問題解明の第一歩として、生体内での変化を生きたまま観察
するため、日甫乳動物胎児脊髄を長期間培養し移植片の発育分化していく過程を光学顕微鏡下で経過観
察した。
また培養後約 3 週間目、すなわち中枢型および末梢型の髄鞘が形成された時期の脊髄に、動物実験
で実験的 neurolathyrism 作用物質とされている IDPN(β - 'ﾟ -iminodipropionitrile) を培養液に添加
して作用させ、その薬剤の侵襲部位とその形態学的変化について観察し、この疾患の病因につき検討
を加えた。
〔方法〕
a. 実験 1 日甫乳動物胎児脊髄の体外培養
胎生12-18 日目のH系、 dd系マウスおよび Wistar 系ラッテの胎児を使用し、無菌操作のもとに実体
顕微鏡下で脊髄を全長にわたって別出し、軟膜の附着したままの脊髄を 0.3-0.6mmの厚さで輪切りに
し、移植片を作成した。培養方法は Maximow 二重カバーガラス法にしたがい、円形カバーガラスに
あらかじめ塗布した collagen膜上に、移植片を 2 個ず、つ植付け、培養液を滴下し、 lying drop 方式に
て 370C で培養した。培養液は Gey塩類溶液、牛血清限外鴻液、馬血清、 50%鶏腔抽出液の等量混合液
にブドウ糖を最終濃度が600mg% になるように添加したものを使用し、 3 日目毎に液交換を行なった。
観察は24時間毎に光学顕微鏡下で行ない、また固定後 Bodian 染色、 Sudan black B 染色を施し鏡検
した。
b. 実験 2 実験的 neurolathyrism に関する研究
培養後約 3 週間目、すなわち中枢型および末梢型髄鞘が形成された時期の培養脊髄片に IDPN (ﾟｭ
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'ﾟ -iminodipropionitrile) を種々の濃度(0 .01% O. 001 % )で培養液に添加した液で培養を続け、 24
時間毎に光学顕微鏡下で経過観察を行なった。培養液交換は 3 日目毎に行ない、そのたびに新しく作
成した IDPN を含む培養液を滴下し、 370C にて培養し経時的に写真撮影、また固定して Bodian 染色を
施し鏡検した。
〔成績〕
a. 実験 1 の観察結果
培養脊髄の発育成長の過程を経時的に観察すると、培養24時間頃より脊髄前後根部断端からシュワ
ン細胞の増殖が起こり始める。培養 2-3 日頃から、主としてシュワン細胞よりなる軟膜成長帯が
collagen膜上を急速に拡大する。これは前根および後根断端よりの発育がとくに著しい。しかし軟膜
を剥離して培養した場合には、シュワン細胞の増殖はみられず、やや遅れてグリアの増殖がみられる。
培養 3-4 日頃から、移植片のほぼ全周よりグリア細胞や軸索の伸長が急速に始まり、前後根断端か
らは神経線維が束状に伸長してくる。胎生15 日以前のマウス、ラッテ胎児脊髄培養では、後根部神経
束に沿って後根部から神経細胞が集団移動し、移植片からかなり離れた成長帯のなかで神経節様の神
経細胞集団を作る。培養 4-5 日頃より脊髄片白質部に多数の貧喰細胞が出現する。培養 8 日頃にな
ると培養脊髄片内に、培養11 日頃から移植片周囲の成長帯にオリゴデンドログリアによる中枢型髄鞘
形成が認められる。培養15-18 日頃より、前後根部断端から成長帯へ伸び出している神経線維束に、
シュワン細胞核の附着した末梢型髄鞘形成が認められる。末梢型髄鞘は中枢型に比して厚く、軸索も
太い。またところどころにランヴィエール絞輪が認められる。軟膜を剥離して培養した場合には、末
梢型髄鞘は形成されず、中枢型髄鞘形成をみるだけである。末梢型髄鞘形成は約 2-3 週間続き、中
枢型髄鞘形成も約 2 週間続く。いずれもその後固定化して、培養条件が良ければ約 3 カ月間にわたっ
て維持される。
b. 実験 2 の観察結果
0.01%の IDPN を含む培養液で培養を続けた場合には実験開始後約 4 日で、 0.001 %では約 8-10 日
で、脊髄前根部断端からの神経線維束起始部にのみ多数の特有な風船状軸索腫大が認められたが、髄
鞘にはほとんど影響が認められなかった。 Bodian 染色標本でみると、軸索腫大部は紡錘形をなし、神
経原線維が粗老化し、一部無構造となっている。軸索腫大部の中枢側および末梢側はほぼ正常像を呈
し、 Waller 変性は認められない。また前角神経細胞、後根部神経線維および同部神経細胞には著変が
認められなかった。
〔総括〕
マウスおよびラッテの胎児脊髄を培養し、その発育過程を観察するとともに、 neurolathyrism につ
いて検討を加え次の結論を得た。
1.培養24-48時間頃より前後根部断端からシュワン細胞の増殖が始まり、軸索伸長は培養 3 日目
頃から始まり、前根後根断端からは束状の神経線維が伸長してくる。
2. 髄鞘形成は培養 8 日目頃からまず移植脊髄片内に、ついで成長帯内に中枢型髄鞘が出現し、つ
いで成長帯内に末梢型髄鞘が出現してくる。末梢型髄鞘は軟膜を剥離して脊髄片を培養した場合には
形成されない。
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3. 胎生15 日以前の脊髄片培養では、培養早期に後根部神経線維束に沿い、神経細胞の集団移動が
みられ、脊髄からかなり離れた部位に神経節様集団を作る。
4. 中枢型および末梢型髄鞘の形成された時期に、実験的 neurola thyrism 作用物質とされている
IDPN (βー β1_iminodipropioni trile) を培養液中に入れて培養を続けると、移植脊髄片にごく近い前
根部神経線維起始部にのみ特有な風船状軸索腫大が現われる。
論文の審査結果の要旨
日甫乳動物胎児の脊髄を 2~3 カ月間にわたって体外培養し、脊髄としての特徴を体外において再現
せしめ、このようにして得た知見の上に動物実験で実験的 neurolathyrism を起こすとされている
IDPN (β-β二 iminodipropionitrile) を培養脊髄に作用させ、運動神経根に特異的に出現するいわゆる
軸索の腫脹を起させ、同疾患の病変を in vitro で発症せしめることに成功したものである。本論文は神
経学的領域の基礎的問題を研究するための方法論的拠点を提供するとともに、将来の研究に貴重な足
がかりを提供した点で有意義な研究である。
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